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研究成果の概要（和文）：本研究ではCryoEMによるデングウイルス複製複合体の構造解析によって、5.1オング
ストローム分解能のクライオ電顕像からNS3 helicase、NS5 MTase、NS5 RdRpの各ドメインおよびdsRNAをそれぞ
れアサインすることに成功した。NS3 helicaseドメインがNS5のMTase、RdRpの両ドメインに相互作用するように
位置しており、dsRNAはNS5 RdRpの活性中心からNS3 helicase、NS5 MTaseの両ドメイン間かけて位置していた。
また、デングウイルスNS5について、阻害剤ハイスループットスクリーニング、Ｘ線結晶構造解析について誌上
発表を行った。

研究成果の概要（英文）：To perform the viral genome replication, the Flavivirus assembles a 
replication complex with the NS proteins. NS3 and NS5 are major components of the replication 
complexn. NS3 is a multifunctional and the second largest viral protein with a molecular weight of 
approximately 70 kDa, and requires the hydrophilic loop of NS2B as a cofactor to produce 
matureproteins. NS5 is the largest NS protein with a molecular weight of approximately 104 kDa. 
Furthermore, NS3 and NS5 have been suggested to directly interact with each other in the RNA genome 
replication complex to efficiently exhibit their activities during the RNA synthesis and capping. 
However, to date, the structural information of the NS3-NS5 complex suitable for the mechanisms of 
the RNA synthesis and capping have remained elusive. In this study, we have determined the cryo-EM 
structure of the flaviviral replication complex at 5.1A. We also reported the HTS and 
crystallographic study for the DENV NS5 rdrp.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NS5は多種類のタンパク質と会合して巨大かつ複雑な複製複合体を形成することでウイルスRNA複製に必要な機能
を発揮していると考えられる。本研究はその分子機構や作動原理を構造生物学的に解明しようとするものであ
り、その学術的意義は高い。
NS5の構造情報は抗ウイルス薬開発に極めて有用である。また、複製複合体におけるRNAや他のタンパク質との相
互作用に関する情報は新たな創薬標的や治療戦略の創出につながる可能性がある。フラビウイルス科にはウエス
トナイルウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルス、黄熱ウイルス、日本脳炎ウイルスなどが属しており、これらの昆
虫媒介性ウイルスに対する治療戦略も提示しうる可能性も秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、蚊を媒介とするウイルス感染症の世界的な流行がみられ、国際社会の大きな脅威とな
っている。2014年夏にはデングウイルス感染症（デング熱）の国内流行が 68年ぶりに確認さ
れた。重篤な病態を呈するデング出血熱、デングショック症候群の恐れから代々木公園が閉鎖
されるなど異例の事態となった。これらウイルスに対する有効なワクチンや抗ウイルス薬は未
だ確立しておらず、治療は対処療法が主体である。 
 デングウイルスが属するフラビウイルスはプラス鎖 RNA をゲノムとするエンベロープウイ
ルスで構成され、そのゲノム上には 3 種の構造タンパクと 7 種の非構造タンパク
（NS1/NS2A/NS2B/NS3/NS4A/NS4B/NS5）がコードされている。膜タンパク質であるNS2A、
NS2B、NS4A、NS4Bは小胞体の膜上で集合体を形成し、プロテアーゼドメインと RNAヘリ
カーゼドメインを有する NS3 と RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ（RdRp）ドメインとメチル
トランスフェラーゼ（MTase）ドメインを有する NS5との複合体が NS2Bを介してこの集合
体と会合し、巨大な複製複合体(replication complex)を形成する。そして膜上に形成された小
胞体構造体内において RNA 複製を担う。その際、複製複合体のコアとなる NS5-NS3-NS2B
に対して RNA 特有の二次構造が絡み合うように結合することによって、巧妙な RNA 複製が
達成されると考えられる。現時点でフラビウイルス複製複合体の構造解析の報告はなく、フラ
ビウイルスの RNA 複製の分子メカニズムおよび構造基盤は未解明のままである。その背景と
して、複合体構成成分としてプロテアーゼ活性を有する NS3や膜結合性タンパク質が含まれる
ため、均一で安定な複製複合体の調製が難しいことが挙げられる。申請者はフラビウイルスと
類似するアルファウイルス由来の複製複合体（約 300kDa）の再構成に成功している。この手
法はフラビウイルス由来複製複合体の調製においても有効であると考えている。 
 ウイルス RNAポリメラーゼ阻害剤は薬剤として極めて高い実用性を備えており、ウイルス感
染症治療戦略の主流となりつつある。近年注目されているエボラ出血熱治療薬候補のアビガン、
あるいは新規 C型肝炎治療薬のソバルディ（ソホスブビル）はその例である。フラビウイルス
NS5についても、その構造基盤は薬剤設計において幅広い活用が見込まれる。 
 
２．研究の目的 
複製複合体の NS5-NS3-NS2Bに対して RNAが複雑に結合することによって正確な RNA複
製が達成される。そこで NS5-NS3-NS2Bに焦点を当て、デングウイルス NS5-NS3-NS2Bの
再構成、及びその構造解析によってウイルス RNA 複製の構造基盤を解明する。さらに RNA
結合型、及びデングウイルス複製複合体についても同様に構造解析を試みる。 
 
３．研究の方法 
 フラビウイルスの 7種の非構造タンパクは NS3 のプロテアーゼ活性によって１本のポリタン
パクからそれぞれ分離する。申請者が行ったアルファウイルス複製複合体（フラビウイルスと
同様にプロテアーゼによって分離）の再構成実験の結果から、プロセシングと複製複合体安定
性との関連性を示す結果が得られている。さらに NS2B の膜結合領域を削除することで、
NS5-NS3-NS2B 複合体の性質向上が期待される。これら知見をもとにコアとなる NS5、NS3、NS2B
の各タンパク質の発現領域を慎重に選定した。さらに各安定領域を組み合わせた NS5-NS3-NS2B
キメラタンパクによる発現系の構築も行った。 
 ゲノム複製において、NS3 タンパク質は NS5 に結合して 2重鎖をほどくヘリカーゼとして働く
ことが知られている。そこでこれらの知見を発展させ、的確な RNA をデザインして RNA 結合型
複製複合体の結晶構造解析を試みる。巨大な複合体として調製された場合には、当センターに
設置されている電子顕微鏡による高分解能立体構造解析を行う。 
 
４．研究成果 
当センターに設置されているクライオ電子顕微鏡によるデングウイルス複製複合体の構造解
析を実施した。巨大なデングウイルス複製複合体(NS5-NS3-NS2B-dsRNA)として調製された画分
について解析を実施し、5.1 オングストローム分解能のクライオ電顕像を得ることに成功し、
NS3 helicase、NS5 MTase、NS5 RdRp の各ドメインおよび dsRNA をそれぞれアサインすること
ができた。NS3 helicase ドメインが NS5 の MTase、RdRp の両ドメインに相互作用するように位
置しており、dsRNA は NS5 RdRp の活性中心から NS3 helicase、NS5 MTase の両ドメイン間かけ
て位置していた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
また、デングウイルス RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ NS5 について、フラグメントライブラリ
ーを用いた阻害剤ハイスループットスクリーニングを実施し、フラグメント複合体のＸ線結晶
構造解析を決定した。これらの結果について誌上発表(H. Shimizu et al. Discovery of a small 
molecule inhibitor targeting dengue virus NS5 RNA-dependent RNA polymerase. PLoS 
Neglected Tropical Diseases. Vol. 13 Issue 11, 2019)を行った。 
 
 
 
 

Blue: NS5 RdRp domain 
Green: NS5 Mtase domain 
Red: NS3 helicase domain 
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